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CAPITULO i

I N T tt 0 D U C C I 0 N. 

Los principales objetivos del grupa de investi- 

gación dentro del cual se realizó esta tesis son: 

La producción de proteína microbiana, 
así como la

obtención del aminoácido esencial L- triptofano a partir - 

de la levadura Hansenula polymorpha. 
Este microorganismo

presenta la ventaja de utilizar fuentes de carbono no con

vencioriales como son el metanol, etanol , ademasde las ya

usuales como glucosa, sacarosa, maltona, melaza, etc. 

El por qué del interés de producir L- triptofano - 

radica en varias razones: 

a) El triptofano es uno de los ocho aminoácidos esenciales

para el hombre. 

b) Su proceso de síntesis química es ineficiente ya que se

obtiene una mezcla racémica de los isómeros L y D. de 125

cual, s sólo el primero puede ser utilizado por el organismo, 

en camb$ o, cuando se produce biológicamente se obtiene única
mente el isómero L. 

c) Eh Véaico la dieta más común es a base de maíz y de fri- 
jol, alimentos que son pobres en proteína y ricos en car

bohidratos. Esta proteína es deficiente en L- triptofano

y L- lisina en el caso del maíz y en L- metionina, L -lis¡ 

na y L- triptofano en el caso del frijol. ( 28 ) 

En la Universidad de Purdue se logró obtener una mu

tante del maíz ( opaco - 2 ) la cual produce una mayor con- 

centración de L- lisina, no así de L- triptofano. 

La baja proporción de estos aminoácidos en estos - 

alimentos no cubre las necesidades nutricionales del orga- 
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nismo humano, por lo que se considera que un posiblemecanisno

para hacer estos alimentos más completos sería enriquecer la

dieta del Mexicano con L- triptofano. 

Una forma de producir L- triptofano es por fermentación

es decir, obteniendo cepas que lo hiperproduzcan. Lo anterior

se puede lograr buscando cepas insensibles a la regulación - 

por los metabolitos que intervienen en la biosíntesis de es- 

te aminoácido. Esta des - regulación se produce cuando se em- 

plean análogos de L- triptofano en el medio de cultivo que in

hiban el crecimiento de Hansenula, tales como 6fluoro tripto

fano, 7 aza triptofano, 7metil triptofano, 5 metil triptofa- 

no; estos análogos pueden evitar el crecimiento del microor- 

ganismo al actuar sobre las enzimas reguladoras de la biosín

tesis de tríptofano, o sea, hay una competencia entre el aná

Togo y el aminoácido natural por el sitio activo de estas en

zimas, impidiendo así que se concluya la síntesis del prodA

to requerido y como consecuencia el microorganismo no pueda

crecer ( 7 ) 

Esta condición permitiría aislar positivamente mutan

tes capaces de crecer aún en presencia del análogo. La nueva

propiedad adquirida podría deberse a una insensibilidad de - 

sus enzimas reguladoras a la retroinhibición por el produc

to de la vía y de esta forma , la célula sintetizará una ma

yor concentración del aminoácido deseado. ( M. &. Flores y S. 

JWchez artículoen preparación.) 

Otra manera de aumentar la producción de L- triptofa

no es buscando mutantes que requieran L- fenilalanina y L- ti- 

rosina para crecer y por ello sean incapaces de hacerlo en - 

un medio mínimo ( formado de una fuente de carbono , glucosa

una fuente de nitrógeno y sales minerales). Es decir, se pre

tende obtener cenas con un bloqueo total o parcial en la co- 
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rismato mut- sa, primera enzima en la biosíntesis de L- fenil- 

alanina y L- tirosina, que actúa sobre el ácido corísmico, el

cual a su vez también es precursor de L- triptofano, a través

de la enzima antranilato sintetasa. Como resultado de este - 

evento mutacional, el ácido corísmico podrá ser utilizado - 

únicamente por la enzima antranilato síntetasa para la bio- 

síntesis de L- triptofano. 

También se puede hacer una combinación de los dos - 

métodos anteriores, es decir, crear una mutante que requiera

para crecer L- tirosina y L- fenilalanina por tener afectada - 

sus corismato mutasa y que además sus enzimas sean insensi- 

bles a la regulación por triptofano; de esta forma habrá - 

una hiperproducción del aminoácido. 

Recientemente fueron aisladas en este laboratorio mu- 

tantes con requerimiento parcial para L- fenilalanina y L -ti

rosina a partir de la cepa silvestre, sin embargo este hEcho

no garantiza que su enzima corismato mutara se encuentre a- 

fectada, aún cuando produjo casi dos veces más L- triptofano

que la cepa original. 

Desafortunadamente los estudios nutricionales para

localizar los bloqueos se ven limitados debido a que el áci- 

do corísmico, sustrato de la enzima, y el ácido prefénico, - 

producto de la actividad de la enzima corismato mutasa no - 

pueden ser transportados al interior de la célula. Una alter

nativa más especifica para ello es usando métodos bioquími- 

cos, lo que equivale a buscar y medir la actividad de la en- 

zima antes mencionada in vitro , comparativamente con la - 

cepa original. 

Dado que la enzima corismato mutasa no ha sido ob

jeto de estudios anteriores en la levadura Hansenula - 

polymorpha, se pretende en este trabajo buscar las condicio
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nes para extraerla y determinar su
actividad, lo que per— 

mitirá conocer sus características cinéticas y regulatorias, y
así eventualmente obtener más información para el diseño — 
de nuevos esquemas de mutación sobre bases más racionales, 
con el fin de hiperproducir el aminoácido

deseado. 
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CAPITULO II

OBJETIVO.— Determinar las condiciones adecuadas para medir

la actividad in vitro de la enzima corismato mutasa en la

levadura Hansenula polymorpha_, así como estudiar sus capa

racterísticas cinéticas y regulatorias. Finalmente determi

nar la actividad de esta enzima en una mutante con requeri

mientos parciales para L—fenilalanina y L—tirosina que es

capaz de producir mayor concentración de L—triptofano que

la cepa silvestre. 

G E N b R A L I D A D E 5. 

I ENZIMAS.— Las enzimas son proteínas con actividad catalí

tica, que pueden ser clasificadas de acuerdo — 

al tipo de reacdión en que intervienen en los

siguientes grupos: 

Grupo 1.— Oxido—reductasas. Uatalizan las reacciones de — 

6xido reducción. 

Grupo 2.— Transferasas. Intervienen en la transferencia de

grupos funcionales. 

Grupo 3.— Hidrolasas. En re- cciones de hidrólisis. 

Grupo4.— Liasas. Adición a los dobles enlaces. 

Grupo 5.— Isomerasas. ReaccionOs de isomerización. 

Grupo 6.— Ligasas. Formación de enlaces con ruptura de ATP

Algunas enzimas son proteínas simples y otras son

proteínas conjugadas por tener grupos prostéticos, coenzi— 

mas o ambos. Las coenzimas actuan como grnzpos transportado

res de electrones o de grupos funcionales específicos. 

Las reacciones enzimáticas están a las leyes termo



dinámicas por lo que siguen el mismo comportamiento que - 

uha reacción química. En base a su cinética pueden ser de

orden cero, primero, segundo y en raras ocasiones de ter- 

cer orden. 

Las reacciones de orden cero son aquellas en las - 

que la velocidad de reacción depende de la concentración - 

del catalizador ,y no del número de reacionantes . 

Las reacciones de segundo orden son en las que su

velocidad de reacción es proporcional al producto de la - 

concentraci6n de dos reaccionantes. 

Reacciones de tercer orden son en las que su velo- 

cidad de reacción es proporcional al prnducto de la coneen

tración de tres términos diferentes. 

Además de segikir la cinética de las reacciones quí- 

micas las enzimas se ven afectadas por fenómenos de satura

ción por el sustraigo. 

El efecto de saturación condujo a M. Michgelis y a

L. M. Menten a formular una teoría general de la acción de

las enzimas y de su cinética, de la que se derivó la siguien

te ecuación: 

v= velocidad de reacción. 

Pmax= velocidad máxima. 

Km = constante de Michaelís- 

Pmax krS) Menten. 
v = Km + S) 

S) = concentración del sustra- 

to. 

Ésta ecuación define las relaciones cuantitativas

entre la velocidad de reacción y la concentracion del sus

trato, si se conoce Vmáx o P . 
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Km es igual a aquella concentración de sustr. to - 

cue corresponde a al mitad de la velocidad máxima; puede - 

variar con la estructura del sustrato, con el pH y con la

temperatura. 

Las enzimas como cualquier otro ti -.-o de cataliza- 

dor son suceptibles a inhibición, mecanismo que representa

una forma de control en las reacciones celulares pudiendo

ser de varios tipos. 

INHIBICION COMPETITIVA.- Un inhibidor competitivo es una

sustancia que se combina con la enzima libre de tal forma

que impide su unión con el sustrato. El inhibidos puede - 

ser un análogo no metabolizable, un derivado del sustrato

verdadero o un producto de la reacción. Los modelos de - 

inhibición competitiva más frecuentes son : 

a.- Competencia del sustrato y del inhibidor por el mismo

sitio en la enzims. M g 1

b.- Que los sitios del inhibidor y del sustrato sean inde

pendientes, pero que el inhibidos al entrar forme un - 

impedimento estéríco a la entrada del sustrato. Fig 2

e.- Que el inhibidor y el sustrato compartan un sitio co- 

mún en la enzima. 9ig 3

d.- ? ue los sitios de unión del inhibidor y del sustrato

sean distintos pero se sobrepongan. Fig 4

e.- '' ue la unién del inhibidor y del sustrato a la enzi- 

ma sea en sitios distintos, pero al entrar alguno de - 

los dos se producen cambios conformacionales en el si- 

tio que está aún vacio. Fig 5

Fig. 1 Fit 2
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INHIBICION NO COMPETITIVA.- El inhibidor no tiene efectos

sobre el sitio de unión del sustrato con la enzima libre, 

la unión puede ser Sustrato- Inhibidor, esta unión será al

azar y reversible en diferentes sitios, también la unión

puede ser entre Inhibidor- Enzima y entre Enzima -Sustrato, 

el resultado de la unión es Enzima- Sustrato- Inhibidor, - 

complejo catalíticamente inactivo. El esquema de reacción

es: 

E + 5 E5
k2 > E +-P

i I

k 16
EI + 5 ` 1ÉSi

INHIBICION IRREVERSIBLE.- Una sustancia que se combina - 

irreversiblemente con una enzima puede asemejarse a un - 

inhibidor no competitivo, porque Vmax decrece pero Km per

manece igual. Las reacciones son: 

E + 5
Ks ES : lo E+ - p

I

EI
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Un inhibidor irreversible puede distinguirse de un inhi- 

bidor clásico no competitivo por la gráfica de Vmaz contra

la cantidad total de enzima adicionada a la mezcla de reac- 
ción en presencia del inhibidor. 

INHIBICION INCOMPETITIVA.- Un inhibidor incompetitivo es un

compuesto que se une reversiblemente a un complejo Enzima - 

Sustrato produciendo otro complejo Enzima- Sustrato- Inhibi-- 

dor inactivo. El inhibidor no se une a la enzima libre. 

La inhibición es descrita con el siguiente equilibrio: 

E+ S - ES
ao _ E+ -P

T

k 11 ( 25 ) 
ESI

II MECA3VIS1. 03 REGULATORIOS.- En general todos los caminos - 

para la biosíntesis de los aminoácidos en las distintas es- 

pecíes de bacterias, hongos y plantas superiores son simila

res, presentando diferencias únicamente en los mecanismos - 

regulatorios a los que están sujetas sus enzimas. 

Varios tipos de mecanismos regulatorios son los que se

pueden encontrar; dichos controles tienen su blanco de -- 

acción a nivel de DNA, como son la retro -represión y la in- 

ducción o bien a nivel enzimático como ocurre en la retro - 

inhibición y la activación. 

A nivel de DNA la retro -represión sucede cuando se impi

de la síntesis de la enzima pornue sus genes reguladores - 

inhíben la transcripción del gene estructural específico, - 

que ^ s el portador del mensaje que codifica la secuencia de

amindacidos de la enzima ( 7 ). 
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La i d̂ ci( n ocarre cuando un metabolito es capaz

de estimular la formación de una enzima determinada, ya

sea por la liberación de la represión como en el caso -4

del control negativo ( 7 ) o bien por la formación de - 

un inductor activo como se realiza en el control positi

vo ( 7 ) . 

La retroinhibición puede ser en varias formas: 

1.- Por Isoenzimas. En este caso una misma función o - 

actividad puede ser realizada por mas de una enzima. - 

Este mecanismo ocurre fundamentalmente en vías biosinté

ticas ramificadas, es deciy, aeluellas que dan origen a - 

varios productos finales. Un ejemplo típico es la prime

ra enzima de la vía biosintética de los aminoácidos aro

máticos, representada por las tres formas de DAHP sinte

tasa 7 fosfo D- arabino heptulosonato sintetasa) en - 

E. col¡ ( 22 ) cada una de estas tres formases inhibi- 

da especificamente por L- triptofano, L- tirosina, o L- 

fenilalanina productos finales de la vía; a pesar de - 

llevar acabo la misma actividad. 

r a da
pre tnira--. L_ 7iros na

FoS Pn O/ 
Picv vico Gc%do

1D A Aa? 4--)? carrsmrco

eriTroyr 

4 ( os{ 4 r \\'
1 Crc. o 0

Q r17ca í o

1

ptro ejemplo se presenta en la biosíntesis de 1 - 

los aminoácidos de la familia del ácido aspártico en - 

E. col¡ ( 22 ); en este caso existen tres aspartato cina

sas, capaces de catalizar la primera reacción de esta - 

vía para formar ácido 4 fosfo p aspártico a partir de - 



ácido aspártico, dichas enzimas tambien son reguladas por

los products finales de la vía ramificada, L- metionina, 

L- lisina y L- treonina. 

L C/ FO nii a

Namo-ssi% a

uC, /

OQ.
5I M/ n/ wA /, .- ryl¢/ on i)a

17spá/ l1co 4 { os { o -- i a 5, 04 e r — 

Q as Pci 7ice

Z - lis:na

2.- Inhibición concertada o multivalente. Es cuando se ne

cesita que estén presentes dos o más productos metabólicos

para que haya inhibición de la actividad enzimática. Un e - 

ejemplo es en Bacillus polymixa ( 18 ) también en la bio& 

síntesis de los aminoácidos de la familia del ácido aspár

tíco, en este caso existe sólo una aspartato cinasa que - 

es inhibida únicamente cuando estan presentes L- treonina

y L- lisina, no así cuando sélo está uno de los dos amino- 

ácílos. 

L- Ziºooina N

nhasPiina acjdo /
j sania/ dt/ido aspQi7i
o ¢sPáitco ,- 

nº7ioninn 3.- Inhibición

acumulativa. Ocurre cuando varios inhibido res están

simultáneamente presentes en concentraciónes sa turadas y

actúan sobre la misma enzima. Aquíla inhibíción de la

actividad será la suma de las inhibiciones de cada uno de

los metabolitos independientemente. giste mecanis- no fue

descrito por Waulfalk y Stadman para el control de la 71utamino

sintetasa; inicialmente para E. col¡ ( 22 ) y después

extendida para eucariotes y otros procariotes. 



12 - 

La gluta^:ino sint#tasa es inhibida por L- triptofano, car- 

bamilfosfato, monofosfato de adenosina ( AMP), L -glicina, 

L- histidina, glucosamina 6 fosfato y trifosfato de citi- 

dina ( CTP). Es importante mencionar que la biosíntesis de

estos metabolitos depende directa o indirectamente de la

concentración de L- glutamina en la célula. La glutamina - 

se forma a partir de acido glutámico mediante la siguien- 

te reacción: 

Glutamino

ácido glutámico + ATP + NH3 sintetasa L- glutamina. 

1Sn general la glutamina actúa como fuente donadd

ra de grupos amino segun se puede apreciar en la siguien

te tabla: 

BIOSIN PE: SIS DE: 

Tit I; PTOrA uO

H/ si /)1, uA

PAr3AA4/ L

F"Qs >rATO

L / 

REACCIONES EN LASQUE INTERVIENE LA

L+ GLUTAMINA. 

t[9/ R4I Q f0 Jill QCiO A

c 1 e% te 4sn
0 n7iR ni co >> > > Yrir rofo/ 1• 

tonsnim

wiu

fOSVO - ri boj i / yju(aínl e

foi4ü 24 S nmiga
im i d4re / 9/hire
Pa/ óorRmiará de i...ldae•/ 

bonuc/ eppdo

IAD+ glulºnin• cQl6Q,% ZAi+
a t

Pox f '44 CO ' fes t f a, 9fulélnic0 calbº

m/ y (

utarnina eS fQd t 
j1 yy UMP -->-4 L) T? N' >

C% ttc

tcio ATP
a

s Péi7ico
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BIOSINTNSIS REACCIONES EN LAS QUE INTERVIENE LA

DE; 1 L— GLUTAMINA. 

64 UCO.SA AM/

NOIo FOSFA d

AM'/___1

Jc'( u\tamina
a!' 9 ice .{ 

fosfato )
ylucosom na b os a

n a órósin asis c e , 4. Ns?  Jcl o» ina

1n P/ t/ iPn[ cOmO
lona do. Q da/ 9ru/oo a. nino en las

Si9urvnYas / eac io as

ylvtarnina ac. ylaZwPPica

at. S os o . c - ribnso My
O

iio os eíica / omi a r ia os a/% 

ºmino fosforióoai/ P f

ZranSfP rasa

f lu &Wm4 ', 9 / ta.f1/ Co

S -". 4.;/ \ '` -
5 %, o- iibosi/ 

Al fo""";/1 y/ ictran da Norw./ 9/Arra t7i da
os a / i 6eJi Cormi/ / 

9/ i<<rºmioa sintetasa
Con

cuatro reacciones posterioresa esta última se for ma

el ácido inosinico ( IMP) precursor del AMP. L -

glicina y L- alanina son también capaces de inhi bir

a la glutamino sintetasa aunque en estos casos la glu- tamina

no interviene en su síntesis. 4.- 

Inhibición cooperativa. Este mecanismo se presenta cuan do

hay más de un metabolito capaz de inhibir la actividad enzimática. 
Sin embargo, Cuando están presentes todos es- tos

compuestos, el porcentaje de inhibición es mayor que - la

suma de las inhibiciones individuales. Este

tipo de inhibición fue descrita por Caskey et al. (

22) en la biosíntesis de purinas en el tejido animal; la

segunda reacción de esta síntesis es catalizada por la
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glutaminofosfo- ribosilpirofosfato amino transferasa, que es

inhibida por monofosfato de guanosina ( G11P), IMP y monofes

fato de adenosina ( A10?). Cuando todas están presentes la

inhibición es mayor que la suma de cada una de sus inhibi- 

ciones. 

CjM  

f S fO3f to 
5 P.t pp

Ll  
iibeati/ 

AMP 

5.- Inhibición secuencial. Consiste esencialmente en la in

hibición de un paso enzimático injermediq, por el producto

final de una vía , lo que produce la acumulación de un me- 

tabolito intermedio. Al acumularse dicho metab9lito se oca

ciona la inhibición de un paso enzimático anterior y así - 

sucesivamente se van inhibiendo las enzimas por sus produc

tos hasta llegar a la primera reacción de la síntesis. 

Este tipo de inhibición fue descrita por Nester y

Jensen en la vía de biosíntesis de los aminoácidos aromáti

cos en Bacillus subtilis ( 20) en donde L- tirosina inhibe

a la prefenato deshidrogenasa, una enzima de lávia , lo - 

cual ocasiona la aeum$ lación del ácido prefénico, éste a su

vez inhibe a la corismato mutasa y se acumula el ácido co- 
rísmico, lo que provoca la inhibición de la DAHP sintetasa

primera enzima de la biosíntesis. 

ini R nina

P£ P
DAH -P

cp nsm ro

9Y  éiáo
fri to! ºno

ºnT.aní/.i 9-- i- 
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6.- Inhibición compensatoria. Este mecanismo se prerita

cuando un mismo metabolito es producido en diferentes vías

en una de las cuales actúa como inhibidor y en la otra co- 

mo activador. Por ejemplo, en la biosinWsis de uridina y

de arginina en E. col¡, el monofosfato de uridina ( UMP ) 

retro -inhibe a la carbamilfosfato sintetasa excepto en pré

sencia de L- ornitina, metabolito intermediario enla bio- 

síntesis de L- arginina. La ornitina revierte la inhibición

por UMP en un 406. 

UM P

Qc. aspá 7. n
Q!9in. s eciiuf

eQiáam:/ ot a

ci*iv/„ x C0
y + v

a 7 

Activación. El mecanismo contrario a la inhibición es la

activación. Esta consiste en la estimulación de una enzima

para nue utilice preferentemente un sustrato hacia la for- 

mación de un producto determinado. Por ejemplo en la biosin

tesis de los aminoácidos aromáticos en S. cerevisiae donde

el L- triptofano inhibe a la antranilato sintetasa ( I) y

activa a la corismato mutasa ( II) para que el ácido coríd

mico se canalice hacia la síntesis de L- tirosina y L- fenil

alanina, una vez que el triptofano ha empezado a acumularse. 

eee. Pre t/ m

7 ¢ c.d an Pníw
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Tanto la represión e inducción como la inhibición

y activación pueden ocurrir en una misma vía biosintética

para llevar a cabo su regulación. 

En el caso de los aminoácidos aromáticossu biosinte

sis presenta una linea común que principia con el ácido fes

fo enol- pirúvico mas eritrosa 4 fosfato, ambos compuestos

proceden del metabolismo de los carbohidratos, y a través

de la enzima DAHP sintetasa forman el ácido 3- desoxi, D -ara

bino heptulosónico 7 fosfato ( DAHP), después por cinco - 

reacciones enzimáticas se obtiene el ácido corismico, en

donde hay una ramificación hacia L- triptofano por un lado

y hacia L- tirosina y L- fenilalanina por el otro. fig 6

Las enzimas que participan en esta vía son las

siguientes: 

a) DAHP sintetasa .- Cataliza la primera reacción de la - 

sintesis. 

ácido fosfo- enol- pirúvico + eritrosa 4 fosfato
NA 14? 

DA P
Sin fefasa

b) Las enzimas que catalizan los cincos pasos que se su- 

ceden entre DAHP y ácido corismico son : 

deshidroquinato sintetasa, 5 deshidroquinato deshidrata

se, shikiaato deshidrogenara, shikimato cinasa, fosfo- 

piruvil shikimato sintetasa y corismato sintetasa. Pa

rece ser que estas enzimas no están involucradas en la

regulación por productos finales. 

c) Corismato mutasa.- Bsya enzima es importante en la re- 

gulacién, por ser la primera en la ramificacién para la

síntesis tanto de L- fenilalanína como de L- tirosina. Ca

taliza la reacción: 

M. ácido corismico > acido prefénico. 
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ABRt: VIA'PU-ltAS DE LA RI TURA 6

PEF = Acido fosfo enol pirúvico

EP = eritrosa 4 fosfato. 

DAHP= Acido 7 fosfo D—arabino heptulosónico. 

DHQ = Acidc 5 deshidroquimico. 

DHS = Acido 5 deshidroshikimico. 

SA = Acido shikimico. 

SAP = leido 5 fosfo shikímico. 

1SS5P= Acido 5 enol pirúvil shikimico . 

CA = Acido corísmico. 

AA = Acido antranilico. 

PRA = Acido N—( 5— fosforibosil) — antránilico. 

CDRP = 1—( o—carboxifenilalanina —1— deoxirribujosaT5— 

fosfato. 

1GP = lndol glicerol fosfato. 

PA = Acido prefénico. 

PPA = Acido fenil piruvico. 

HPPA = Acido p—hidroxi fenil piruvico. 

Phen = fenilalanina. 

Tir = tirosina. 

Trip = triptofano. 
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d) Prefenato deshidratasa.- Cataliza la reacción : 

ácido prefénico > ácido fenil pirúvico . 

e) Prefenato deshidrogenasa.- Cataliza la reacción : 

ácido prefénico L2 > ácido p- hidroai fenil pirúvico

f) Tirosina transa.minasa.- Cataliza la reacción: 

ácido p- hidroxi fenilpirúvico ' > L- tirosina. 

g) Penilalanina transaminasa.- Catalíza la reacción : 

ácido fenilpiravico
F''' > L- fenilalanina. 

h) Antranilato sintitaea.- Es la primera enzima en la

biosíntesis de L- triptofano. Cataliza la reacción

ácido corismico
A. s > ácido antranílico. 

i) Por último cuatro enzimas que son las que concluyen la

síntesis de L- triptofano son: 

Antranilato fosfo- ribosil transferasa, fosfo- ribosil - 

isomerasa, indol 3- glicerofosfato sintetasa y triptofa- 

no sintetasa. Todas estas enzimas son sur-eptibles de - 

represión en E. col¡ y 5. typhimurium. ( 23) 

De una manera esquemática se presentarán los efec

tos regulatorios de la biosíntesis de los aminoácidos aro- 

máticos en algunos microorganismos. Fig 7, 8, 9, 109 11. 

Clave de los esquemas. 

Inhibición por retroalimentación — 

Inhibición parcial - - — -, - - 

Activación
II Antranilato sintetasa

Represión. -- a
III Corismato mutasa

IV Prefenato deshidrogenara. 

I DAHP sintetasa. 
V Prefen, to deshidratara. 
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Regulación de la biosíntesis de los aminoácidos aroíáticos

en Corynebacterium glutamicum ( 14) fig. 7
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en Saccharomyces cerevisiae ( 14) fig. 8
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en Neurospora @rassa ( 14 ) fig. 11
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III ACIDO CORI37.aCO.- El último metabolito del segmento li

neal en la biosíntesis de los aminoácidos aromáticos es el

ácido corísmico. 

Este ácido fue identificado por primera vez por - 

Gibson y Gibson en 1964 ( 11) quienes además sugirieron un

esquema para la biosíntesis de los aminoácidos aromáticos

12); basándose en las observaciones de Levin y Sprinson - 

en 1960 de que el ácido 5 fosfo 3 enolpiruvil shikímico era

un precursor común a los tres aminoácídos y en el comporta

miento de unas mutantes descritas por Davis y Mingioli en

1953, las cuales acumulaban ácido 5 fosfo 3 enolpi" vil - 

shikímico y requerían para crecer L- fenilalanina, L- tiro- 

sina, L- triptofano, ácido 4amino benzoico y ácido 4 hidro

xi benzoico . 

De acuerdo con esto Gibson y Gibson dedujeron que

existía un cnmpuesto A adelante del ácido 5fosfato 3 enol

piruvil shikímico, de tal modo que si se ocaeionaba una - 

mutación que impidiera la formación del compuesto % se - 

obtendría un triple auxótrofo. Esta mutante llenaría las

características de la mutante descrita por Davis y Min- 

gioli respecto a sus requerimientos. 

El esquema sugerido fue: 

L, l il

de x
de. % am: n> 6Pn. coico

ac. { eqi/püúvi« ú,. o

7ii ina - triPto ano

T eDi Q / a nimia
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Gibson y Gibson se dedicaron a seleccionar mutantes

de Aerobacter aerogenes que fueran capaces de acumular el

compuesto %, hasta que obtuvieron la cepa 62- 1 que requie- 

re para crecer L- fenilalanina, Ltirosiha y L- triptofano; 

para los dos primeros aminoácidos se pensó que tenia un - 

bloqueo en la enzima cue transform,•ba el compuesto % en á- 

cido prefénico. Para el triptofano el bloqueo se localiza- 

rla en la enzima que transformaba el ácido antranilico en

indolglicerol fosfato. 

Una vez aislado el compuesto que acumulaban esta mu

tante se iniciar9n los estudios para deducir su estructu- 

ra y conocer• sus característícas químicas. 

Se le dió el nombre de ácido corísmico ( del grie- 

go Choris que significa bifurcación. ) 

B1 ácido corismico es un compuesto lábil que se - 

convierte quím:, ca y enzimaticame te en varios intermedia- 

rios de la biosíntesis de los aminoácidos aromáticos como: 

ácido antranilico, ácido prefénico, ácido fenilpirúvico, - 

ácido 4- hidroxifenilpirúvico, ácido 4- hidroxi benzoico. - 

Estudios posteriores mostraron que también es precursor de

algunas vitaminas como: ácido p - amino benzoico, ácido fóli

co y de la vitamina A ( 9, ld ). 

Su espectro en ultra violeta tiene un máximo de ab- 

sorción a 274 nm cuando está en medio alcalino y a 282 nm

cuando está en éter. ( 9 ) 

Los cristales del ácid corismico son bien defini- 

dos pero muestran una marcada tendencia a retener a las - 

moléculas de solvente ( 11, 12), es s Uuble en éter, agua

e insoluble en éter de petróleo. 
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La fórmula molecular del ácido fue establecida como

C,. H,, o, por espectroscopia de masas. Su peso molecular es de

226. 2 con punto de fusión de 148- 1490 C ( se descompone al

calentarlo ) 

Su fórmula estructural es : 
Coo H

rr

o - c

6N GOOH

ácido C ( 5- carboxi- 1, 2- dihidro- 2- hidroxi fenoxí ) Jacrilico. 

IV ENZIMA CORIS"MATO MUTASA.- La enzima corismato mutara ca

taliza la conversión del ácido corismico en ácido preféni- 
co, precursor común de los aminoácidos L- tirosina y L- fenil

alanina. 

Algunos reportes han mostrado que la enzima coris- 

mato mutasa en microorganismos como ri. coli ( 5 ) - 

A. aerogenes ( 5 ) S. ty-phimurium ( 23 ) y pseudomonas aeruginosa

3 ) presentan dos formas moleculares distintas, una for- 

mando un complejo con la prefenato deshidratasa regulada - 

por fenilalanina y la otra formando un complejo con la - 
prefenato deshidrogenása, controlada por la tirosina. 

En Bacillus subtilis ( 20 ) se aislaron dos tipos

diferentes de cepas, en relación a la corismato mutasa, una

con tren isoenzámas, que no son inhibidas por ninguna de - 

los aminoácidos aromáticos y otra con una corismato mutasa

la cual correspondió a una de las enzimas encontradas en

la cepa anterior ( en base a su peso molecular ). Esta en- 

zima tampoco fue regulada por los productos finales pero - 

si por el ácido prefénico. 
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ffi Claviceps Paspali ( 22 ) fue reportado que dos

cepas la Pb 156 y la SD 5S, muestran diferencias en su - 

corismato mutara cuando se hacen crecer bajo idénticas - 

condiciones. La cepa Pb 156 posee dos isoenzimas, una de - 

ellas se encuentra en mayor concentración que la otra, es- 

ta isoenzima es inhibida por el triptofano. La cepa SD 5S

tiene sólo una corismato mutara, regulada de la misma ma- 

nera que la isoenzima que se encuentra en mayor concentra

ción de la cepa antes mencionada. 

Para Neurospora crassa ( 2 ) se ha descrito sólo

una corismato mutasa, la cual es inhibida alosterisamente

por triptofano, pero no afecta las funciones de la prefe- 

nato deshidrogenara ni de la prefenato deshidratasa; indi

cando que estas enzimas no están estructuralmente asociadas. 

Algunas algas como t'uglena, Llilamidomonas, Zygnema

y Ankistodesma tienen el mismo patrón regulatorio que el
hongo antes menciono.(?o ( 22). 

En plantas superiores son pocos los reportes sobre

esta enzima. Ln el chícharo Pisum sativum se ha demostrado

su presencia, siendo su regulación igual que en Neurospora

6 ). 

La corismato mutases de Corynebacterium glutamicum

13 ), es inhibida fuertemente por L- fenilalanina y aún - 

más por la combinación de tirosina y fenilalnira juntas. - 

B1 triptofano estimula la actividad de esta enzima revir- 

tiendo la inhibición producida por los aminoácidos anterio

res. 

F n Saccharomyces cerevisiae ( 17 ) se ha repor- 

tado que la actividad de esta enzima se inhibe por tiros¡ 

na pero no por fenilalanian y que la i hibición de la ac- 

tivídad enzimática se revierte por triptofano. 
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V LEVADURAS.- Las levaduras son hongos unicelulares que no

forman un micelio verdadero. 
Taxonómicamente pueden local¡ 

zarae den- tro de la división Tallophyta, 
subdivisión - 

gumjroetes, y clase Ascomycetes, 
Basidiomycetes o Deuteromycetes

21 ). 

Pueden presentar reproducción asexual por división

celular; algunas levaduras se dividen en dos células igua- 

les, pero muchas de ellas se dividen en dos células inicial
mente desiguales por un porceso conocido como gemación. 

S1 sexual típico en las levaduras implica la

fusión de dos células uninucleadas desiguales o¡ guales - 

seguidas casi inmediatamente por fusión nuclear. 
La célu- 

la resultante se agranda y se transforma en un asca, 
el - 

mírleo diploide sufre meiosis después de lo cual los cuatro
núcleos haploides resultantes pueden madurar directamente-<> 

en ascosporas o se pueden dividir de tal forma que se pro- 

ducen ocho aeosporas en cada saca. 

Las levaduras poseen una pared celular definida - 

que contiene mananas ( polímeros del azúcar manosa) y leva- 

nas ( polímeros del azúcar fructusa). Poseen gran variedad - 

de formas, algunas veces se adhieren en cadenas dando apa- 

riencia de pseudmmicelio. Son células incoloras, que gene- 

ralmente forman colonias blancas, cremosas, en algunas oca

eiones de color café, sus ascosporas son normalmente ovoi- 

des y su número de cuatro a ocho aunque pueden encontrarse

en otro número. ( 8) 

Se les puede hallar abundantemeni,e en Sustratos q

que contienen azúcar ( néctar de flores y en la superficíe

de algunos frutos) también se encuentran en el suelo, en

la leche, en hojas y tallos de los vegetales. ( 1 ) 

La levadura utilizada en la renlización de este tra

bajo pertenece al genero Handenula. Esta levadura fue des- 
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crita por Nickeham en 1951 ( 27 ) quien además hizo un es- 

tudio extensivo de este género, incluyendo varias especies

nuevas, las cuales tensan la capacidad de asimilar los ni- 

tratos, aunque su capacidad para formar pseudomicelio esta

ba poco desarrollada o au ente. 

Wickerham dióa una nueva definición del género: 

Levaduras oue se reproducen asexualmente por gemación o - 

por gemación acompañada de pseudomicelio, hifas verdaderas

de una a cuatro ascosporas por asta y asimilan nitratos. 

Las esporas del género Handenula pueden presentar

forma de sombrero o de saturno. 

La primera especie descrita fue H. anomala que es

el prototipo del género, presenta pseudomicelio y posee - 

capacidad para asimilar los nitratos. La especie es auy - 

comtín y puede aislarse de varias fuentes. 
Otra especie es H. win el la cual no tiene capaci- 

dad para similar los nitra -:tos, es heterotálica ( una leva- 

dura heterotálica es aquella que su conjugación se realiza

con esporas en diferentes taloa ). Con esporas en forma de

Saturno. 

La especi- que es de nuestro interés es H. polymorpha

De Morais et Maia ) sinónimos H. augusta ( Seunessan, 

Hallet Wickerham 1960 ) . ( 27) 

Esta especie fue primero descrita por Wickerham quien se

refiere a ella como : Cepas haploides y diploides, clara- 

mente elipsoidales o cilíndricas. Las células haploides son

en pares o : 3e encuentran solas. Las cálulas diploides son

esféricas o esferoidales y pueden aglutinarse en grandes

acúmulps. Las colonias de ambos ploides son suaves, bri- 

llantes, mantequillosas, enteras ,y carecen de hifas. Las
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colonias que esporulan suficientemente llegan a ser rosas

o rojas. Esta especie existe en la naturaleza predominan- 

temente o quízá exclusivamente como células
haploides, pe

ro durante su aislamiento produce numerosas células diplo i
des. Las ascosporas son pequeflas

hemiesferoidales, con - 

bordes estrechos, se encuentran de una a cuatro por asea, 

son mas resistentes al calor que las esporas de otras es- 
pecies. 

Fermenta la glucosa pero no la galactosa; 
pueden

utilizar como fuente de carbono sacarosa, 
maltosa, celobio

sa, melaza, etanol, metar_ol, etc. Crecen bien a 37° C pe- 

ro pueden hacerlo a tem- eraturas
mayores. 



26 - 

CAPITULO III

M A T E R I A L Y M E T 0 D 0 S. 

I ! fICR00RGANISMOS USADOS. 

a) Cepa silvestre de la levadura H. polymorpha. 

Aislada por Levine y Cooney en 1972 a partir del suelo

por su capacidad para utilizar metanol como fuente de car- 
bonb para crecer ( 15 )• 

b) Cepa Lí mutante de H. 
polymorpha, aislada en este la- 

boratorio a partir de la cepa silvestre, por su caracteres

tica de ser auxótrofa a los aminoácidos L- fenilalanina y a

L- tirosina. 

c) Cepa 62- 1 de Aerobacter aerogenes; 
donada por el Dr F. 

Gibsnn del departamento de Bioquímica de la Universidad de
Nacional de Australia; Camberra, Australia A. C. T. Esta - 

cepa es un triple auxótrofo para los aminoácidos L- fenila- 
lanina, L- tirosina y L-Iriptofano. 

II P.rEDIOS DT CULTIVO Y CONDICIONES DE PRESERVACION DE LOS
MICROORGANISMOD EMPLEADOS. 

a) La cepa silvestre H. polymorpha fue mantenida en medio

mínimo sólido, compuesto de sales minerales, glucosa como

fuente de carbono y N14NO3como fuente de nitrógeno, este - 

medio básico fue reportado por Fink en 1972 ( 10 ), consta

de tres soluciones que contienen lo siguiente: 

Solución 1

Vitaminas y elementos huella. 

Mg SO4. 7 H20 . . . . . . . . . . . . . 50 g

Na Cl . . . . . . . . . . 1 . . . . . . 10 g
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Tiamina . . . . . . 40 mg

Biotina . . . . . . 0. 2 mg

Fe C13 . 6Hz 0 . . . . 5 mg

Zn SO4. H: 0 . . . . 7 mg

H3BO5 . . . . . . . . 1 mg

Cu SOq . . . . . . 1 mg

KI. . . .. . . 1 mg

H70 . . . . . . . . c. b. p. 1000 ml

Solución 2

Solución amortiguadora de fosfatos. 

KH7 POy . . . . . . . . . . . . . 87. 5 g

KQHPO.. . . . . . . . . . . . . . 12. 5 g

Hp0 . bidestilada . . . . . . .. e. b. p. 1000 ml

Solución 3

Ca Cl- . 2HIO . . . . . . . . . . . 10 g

Hp0 bidestilada . . . . . . . c. b. p. 1000 ml

Las soluciones se emplean al 1% . 

El medio se preparó con la siguiente secuencia: 

10 ml de la solución 1

200 ml de agua bidestilada

10 ml de solución 2

10 ml de solución 3

glucosa al 2% 

NH4NO3 al 0. 5% 

agua bidestilada c. b. p. 1000 ml. 

Cuando se emplea medio solidow se le adiciona a la

solución anterior agar al 1. 5% 

A este m.=dio se le designará en este trabajo como

medí., mini io. 
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b) La mutante de Hansenula, Cepa 4 fue mantenida en medio, 

mínimo sólido suplementado con 100 ptg/ ml de los amino

ácidos L- fenilalanina y L- tirosina. 

La 62- 1 de A. aerogenes fue mantenida en medio de ge

losa nutritiva, compuesto de : 

Extracto de carne al 0. 3% 

Peptona al 0. 5- 

Agar al 1. 5; 4

agua bidestilada 100 ml. 

Todas las cepas se sembraron por estrías y se

incubaron a 370 C durante 24 h. Se almacenaron después - 

del crecimiento en refrigeración a 40 C. 

III OBTENCION DEL ACIDO COUSMICO. 

El ácido coríamico se obtuvo de la cepa 62- 1 - 

mutandte de A. aerogenes, auxótrofa para los. aminoácidos

L- fenilalanina, L- tirosina y L- triptofano. 

Como resultado de los bloqueos que se presentan

en esta mutante, es capas de acumular y excretar el á- 

cido corismico al medio de cultivo. ( 11 ) 

Para la obtención de este ácido se hace crecer

la cepa en un medio liquido ( caldo nutritivo ) durante

20 h, después las células son centrifugadas y resuspen- 

didas en matraces de 2800 ml, de tipo Fernbach, que con

tienen un litro de medio de crecimiento( A ) cada uno , 

con la siguiente composición: 

Medio de crecimiento A. 

20 ml de solución de sales minerales descrita por Vogel

y Bonner. 

40 ml de extracto de levadura al
54 ( 

peso/ volumen ). 

40 ml de casaminoácidos difco al 5' b ( peso/ volumen ). 
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41 mg de D, L- triptofano. 

El volumen se lleva a un litro con agua desti— 

lada y se esteriliza en autoclave a 120 ° C por 15 minu— 

tos a 2. 5 atm de presión . 

A esta solución estéril se le adicionan 10 ml de

una solución acuosa estéril de glucosa al 16A ( peso/ volu

men). 

La solución de sales descrita por Vogel y Bonner

es Mg Sor . 7Hz0 . . . . . . . . 10 g

Acido cítrico. Hy0 . . . . . 100 g

Y,t HPO4 . . . . . . . . . . . . 500 g

Na NH, H PO4. 4H20 . . . . . . 175 g

Se disuelven los reactivos sucesivamente en 670

ml de agua bidestilada con agitación constante y a tem— 

peratura ambiente. ( 11 ) 

Las células resuspendidas en el medio de créci— 

miento A se incuban 6 horas a 29 ° C con agitación cons— 

tante ( 225 rpm). Al final de este periodo se tiene una

densidad óptica ( D. 0. ) de crecimiento aproximadamen

te de 1. 3 a 2 leida en un fotocolorimetro Bausch & lomb

modelo Spectronic 20, utilizando una longitud de onda de

620 nm. 

Los cultivos son lavados con solución salina — 

centrifugando a 7000 rpm por 15 minutos a 4° C. Las — 

células se resuspenden en dos matraces Permbach con un — 

litro de medio de acumulación cada uno, compuesto por: 

NazHPO4 . . . . . . . . . 12. 8 g

RHg PO4 . . . . . . . . . . . . . 1. 36 g

glucosa . . . . . . . . . 18 g

NHIC1 . . . . . . . . . . 2. 7 g
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Mg ulz 0. 05 M . . . . . . . . . 2 ml

L- triptofano 0. 01 M . . . . . 1 ml

Hz0 bidestilada c. b. p. . . . . 1000 ml

lsste medio no se esteriliza. 

El cultivo se incuba por 16 horas a 29° C con agi- 

tación ( 225 rpm ); pasado este lapso se centrifugan los

cultivos a 7000 rpm 15 minutos a 4° C y se colecta el so- 

brenadante. Para comprobar que se acumuló el ácido al fi- 

nalizar la fermentación se toma una muestra del sobrenadan

te, se diluye 1: 10 con NaOH. 1N y se lee en el espectrofotó

metro a 274 nm debiendo dar una extinción ( 9 ) de 1. 07 . 

Por la inestabilidad del ácido corismico a tempera- 

tura ambiente en solución acuosa, todas las operac¡ fines ga

ra su extracción se llevan a cabo a una temperatura de 00

t° a . 

isl sobrenadante se ajusta a pn 7. 5 con % OH 5N y se pa

sa a presión por una columna de 40 X 9 cm con 25 g de res¡ 

na Dowex 1- C1 R 200, que previamente se trato con NaOH 1 N

y despuee con agua destilada hasta tener un pti neutro . La

resina para activarse se lava oon HCl 1N y despuécon agua

destil- ada hasta pH neutro. 

E1 flujo de la columna se ajusta a 15 ml/ minuto, 

cuando se ha pasado todo el sobrenadante, se lava la colum

na con 100 ml de agua destilada. 

El ácido corismico se adhfreir a las cargas ionicas

de la resina ( iones cloruro ) y forma, la sal de amonio al

ser eluido con NH Cl 1N pH 8. 5 . El flujo de la columna, 

para la elución, se ajuéta a 1 ml/ minuto. Se colectan

fracciones de 10 ml de las que se hacen diluciones 1: 300

con agua , midiéndose su extinción a 274 nm contra un blan

co de agua . Las fracciones con una lectura menor de 0. 2
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se descartan, las demás se colectan y se acidifican con HC1

1N hasta pH de 1. 5, para dormas el ácido. Posteriormente se

extrae zon éter etílico ( dos o tres extracciones) hasta que

la capa acuosa tenga menos de un 10% de la extinción: total

original. 

Las extracciones etéreas se combinan y se lavan con

agua. Posteriormente se secan sobre MgSO4 a 4° C durante to

da la noche, después se concentran hasta aproximadamente - 

30 ml en un rotavapor a 20° C. Al volumen concentrado se le

adiciona éter de petróleo hasta que se forme un precipitado

fino y persistente. El ácido corismico se cristaliza sobre

un baño de hielo etanol y los cristales se secan sobre pen

tóxido de fósforo al vacío ( se almacena a - 200 C ) . ( 24 ) 

Mediante este procedimiento se obtiene el ácido co - 

rísmico con un 93% de pureza. 

La comprobación de que el producto obtenido es el

ácido corismico se realiza mediante los siguientes criterios

a) Punto de fusión. 

b) Espectro en ultra violeta. 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA. 

Para la determinación el primer paso es la obtención

de la enzimaque se encuentra en la levadura; para ello se

hace crecer Handenula polymorpha en un matraz Erlenmeyer

de 50 ml con 10 ml de medio mínimo, durante 20 horas a 37° 

C y con agitación ( 225, rpm). El crecimiento se transfiere

a un matraz Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 100 ml de medio

mínimo durante 12 horas con las condiciones anteriores. El

crecimiento de este matraz sirve de inoculo a un matraz - 
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tipo Fermbach de 2800 ml que contiene unlitro de medio - 

minimo, el cual se incuba por espacio de 14 horas con las - 

c, ndiciones antes mencionadas. Pasada la incubación las cé

lulas se lavan dos veces por centrifugación a 7000 rpm du- 

rante 25 minutos a 4° C con una solución amortiguadora de

fosfatos 0. 1 M iM 6. las células ya lavadas se resuspen- 

den en el menor volumen de la solución amortiguadora y se

rompen por homogeneización durante una hora a 4° C. 

Para separar la proteína liberada durante la homoge

neización se centrifuga. a 12 000 rpm durante 20 minutos a

4° C y el sobrenadante se pasa a través de una columna de

sefadez G- 25 para eliminar los metabolitos pequeños, elu- 

yéndose después con la misma solución amortiguadora. 

Se descarten los primeros 11 ml y se colectan frac

ciones de 5 ml. La proteína se eluye en las siguientes 3 ó

4 fracciones . 

La proteína se cuantifiaca por el método de Lowry

19 ). zste método tiene como base la formación de un com

plejo colorido entre el grupo fenólico ( o el grupo aromá- 

tico, en el caso de Sriptofano, histidína y fenilalanina ) 

de la tirosina de las proteínas y el ácido fosfowolfamo- mo

líbdico ( color oro ) que oxida al grupo hidroxilo de la ti

rosina en condiciones alcalinas, dando un color azul finten

so aue se puede medir a 625 nm. 

La concentración de proteína se determina por com- 

paración con una curva estándar de albúmina sérica bovina. 

La determinación se realiza de la siguiente for- 

me : 

a) se toma una alícuota de 0. 1 ml de la solución de pro- 

teína y se afora a un ml con agua destilada. 

b) 5e le adicionan 5 ml de una solución que se prepara con
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los tres siguentes reactivo: 

SOLUCION 1 . . . . . . . . . . . . . . . . ... . . . 98 ml

NaZCO3 . . . . . . . . . . 20gll000 ml de NaOH 1N

SOLUCION 2 . . . . . .. . . .. . . . . . . . . . . . . 1 ml

Tartrato de sodio y potasio al 1%. 

SODUCION 3 . . . . . ... . . . . . . . . . . . . . ml

Ca SOt . 5HZ O al 0. 5% 

c) Se agitan bien y se dejan reposar 10 minutos. 

d) Se adicionan 0. 5 ml del ractivo de Folin Ciocolteau - 

diluido 1; 3. 

e) Se agitan perfectamente y se dejan reposar 30 minutos. 

f) Se lee la densidad optica a 625 nm contra un blanco que

se corrió junto con el problema, utilizando agua en lu- 

gar de la solución de proteína, en el fotocolorimetro - 

Baush & Lomb Spectronic 20. 

g) Se corre un estándar de albúmina sérica bovina. 

Una vez determinada la proteiaa, las fracciones que

contienen mayor concentración se mezclan y se guardan en - 

volúmenes de 3ml aproximadamente. ( su estabilidad es de

diez días) 

CALCULOS

st X D. 0. prob. 
P

D. 0. st. 

Concentración del problema = P

Concentración del estándar = st. 

Densidad óptica del problema = D. 0. prob, 

Densidadóptica del estandar = D. 0. st. 

26 ) 
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El sistem• de reacci6hpara la enzima corismato mu- 

tasa básicamente consiste en: 

SUSTRATO.- Acido corismico en una concentración de O. 01M, 

las alícuotas que se tomaron de esta solución

se variaron de acuerdo a la determinación que

se pretendía realizar. 

ENZIMA.- Se encuentra en la proteína obtenida. 

S^ LiTCION AMrRTIGUADORA.- De fosfatos 0. 1 M. E1 pH de la - 

solución se varió hasta encon- 

trar el adecuado para la reac- 

ción. 

Para algunas determinaciones se emplearon los ami- 

noácidos aromáticos. 

La cantidad de los reactivod añadidos varió de

acuerdo al experímento , pero siempre en un volumen final

de un militro. 

El orden en el nue se añadieron los reactivos es

1.- Solución amortiguadora. 

2.- Solución de proteína. 

3.- Se preincuba durante 5 minutos a 37 ' C- 

4.- Se inicia la rea¢ión por la adición del

ácido corismico. Se agita y se incuba por

20 minutos a 3, i c

5.- I,a reacción se detiene colocandola en

hielo. 

En la reacción se forma el ácido prefénico que es

un compuesto con una vida media muy corta, por lo que se

le transforma en2cido fenil pirilvico que es más estable y

se puede identificar en el espectrofotométro utilizando una

longitud de onda de 320 nm. 
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Para la transformación del ácido prefénico en ácido
fenil pirúvico se realizo lo siguente: 

a) Se toma una alícuota de o. 4 ml del sistema

de reaccióny se le adicionan 0. 4 ml de HC1
1N, ya que se requieren condiciones ácidas

para la transformación en ácido fenil pirú

vico. 

b) Se deja incubar durante 10 minutos a 370 C

y se detiene la reacción con 3. 2 ml de NaOH
1 N. 

L1 ácido fenil pir5uvico se lee en el espectrofotóme

tro Carl Zeiss a 320 nm utilizando celdas de cuarzo de 1 ml

y luz ultra violeta. 

Se corre unacurva estándar de ácido fenil pirúvico

en NaUH 1N y la actividad se expresa como I'g de ácido fe— 
nil pirnívico formado por miligramo de proteína por minuto. 

RxA(;TIVOS. 

Todos los reactivos empleados se obtuvieron de ca

sas comerciles como: DifcO, merck, J. T. Baker y no se — 

hicieron purificaciones posteriores. 
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CAPITULO 1v

R is S U L T A ll U a . 

Las determinaciones realizadas sobre la enzima

corismato mutasa, se efectuaron en tres etapas: 

I .- Optimización de las condiciones de reacción. 

II.- Investigación de los mecanismos regulatorios. 

1.- A nivel de la actividad enzimática

a) Activación. 

b) Inhibición. 

2.- A nivel de la síntesis de la enzima. 

a) Inducción - 

b) Represión. 

III.- Caracterización enzimática de la cepa L& , doble

auxótrofo parcial de H. polymorphs, que requiere

los aminoácidos L- tirosina y L- fenilalanina para

crecer bien. 

I,- Las condiciones que se emplearon para la primera etapa

fueron elegidas de la literatura para otros microorga- 

nismos ( 3, 13, 18 ). Dichas condiciones se variaron - 

hasta encontrar las que se consideraron adecuadas. 

El objetivo del primer ensayo fue determinar la

actividad enzimática en H. polymorpha. Para lo que se

realizó una prueba de actividad contra concentración - 

de proteIna en un extracto exento de células. Los resul

tados ( gráfica I ) indican linearidad con respecto a

ella hasta un máximo de 0. 3 mg de proteins en el siste

ma de reacción. 
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Dentro de los parámetros estudiados, 
se probaron

diferentes valores de pH, obtenidos utilizando una solución

amortiguadora de fosfato de potasio con diferentes valo- 

res de pH. Como se puede notar en la gráfica II se obtiene

mayor actividad a pH 6, decreciendo gradualmente al ser - 

más alcalino el medio de ensayo. 

Otro parámetro estudiado fue la temperatura, fac- 

tor que se consideró importante en base a los reportes 4,, - 

existentes en la literatura, de conversión no enzim$tica 4

del ácido corismico en ácido preféníco, cuando se encuentra

a temperaturas superiores a los 37° C. Como puede observa- 

se en la gráfica III -a, la actividad obtenida fue máxima

en un rango de 35° á 45° C, sin embargo la conversión del

ácido corismico, no enzimática, e significativa ( gráfica

III -b ) por lo que se decidió seguir utilizando 37° C en

las determinaciones posteriores. 

El efecto del tiempo de incubación puede verse en

las gráficas IV -a y IV -b. La actividad enzimática es prac

ticamente lineal hasta los $ 0 minutos de incubación a 37° 

C y pH 69 por lo que se eligió para estandarizar las con- 
diciones de ensayo el intervalo de 20 minutos. 

Con las condiciones obtenidas se procedió a medir

la afinidad de la enzima por su sustrato( gráfica V ). De

terminado el efecto de la concentración de sustrato sobre

la actividad enzimática y graficando los resultados de a- 

cuerdo a Hanes- Woolf, ( 25 ) es decir 3/ Y contra concen- 

tración de sustrato. En base a los resultados los valores

para las constantes R'm y Vmáx fueron de 7. 5 X 10 M y - 

1. 07 X 10 rmoles/ minuto/ mg de proteína , respectivamente. 

II.- Mecanismos regulatorios. 

1.- A nivel de la actividad enzimática: 
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Pasa demostrar la existencia de fenómenos de retro— 
regula

ción sobre la enzima, se estudió el efecto de los aminoací- 

dos aromáticos L—fenilalanina, L—tirosina y L—triptofano, 

sobre la actividad enzimática in vitro. Como puede obser— 

varse en la gráfica VI, la enzima corismato mutasa es in— 

hibida si§nifícativamente por el aminoácido I,—tirosina, en

comparación a los aminoácidos L—triptofano y L—fenilaláü}¡ a

Experimentos adicionales mostraron que la enzima es inhibi

da incompetitivamente por L—tirosina con un valor de U = 
0. 25 X 10 M ( gráfica VII ). 

2.— A nivel de la síntesis de la enzima: 

En esta fase se estudió el efecto de los aminoácidos

en la formación de la enzima. Para ello se adiciona— 

ron al medio de cultivo, desde que se inicia el crecí

miento, los aminoácidos aromáticos en concentraciones

de 100 rg/ ml de medio. Como puede observarse en la gráfi— 

ca VIII, la concentración de la enzima corismato mutara se

ve disminuida cuando las células se hacen cfecer en presen

cia de L—tirosina. Bajo las condiciones experimentales a— 

qui empleadas no se observó níngun efecto importante pro— 
ducido por los otros dos aminoácidos, sin embargo cuando — 

se utilizaron combinaciones de ellos, L—fenilalanina pare

ce revertir el efecto dd L—tirosina. 

III.— Caracterización de un doble aaxótrofo de: H. polymorpha

cepa L&) 

Una vez establecidas las condiciones para medir

la actividad de la enzima y conociendo algunos de los me— 
canismos regulatorios, se carcteriaó enzimáticamente la

cepa L4, capaz de producir y excretar al medio de cultivo
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más del doble de L- triptofano que la cepa original. Cuando

se hacen crecer las cepas antes mencionadas en presencia de
los aminoácidos fenilalanína y tirosina, la concentración

de la enzima en la mutante fue aproximadamente un 50% me

nor que en la cepa silvestre ( gráfica IR ) . 
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CAPITULO V. 

C O N C L U S I O N E S. 

De los experimentos realizados para este trabajo

se puede comcluir que : 

a) Las condiciones óptimas de funcionamiento de la enzima
corismato mutara en la levadura H. polymorpha en un

extracto exento de células son : pH 6, Temperatura = 

37° C, Tiempo de incubación = 20 minutos y no necesita

cofactores. 

b) Los valores obtenidos para Km y Vmáx son : 7. 5 1 10 M. 

y 1. 078 18
y, 

moles/ minuto/ mg de proteína. respectiva- 

mente. Este valor de Kin es intermedio en relación a los
reportados para esta constante en otros microorganismos, 

lo nue indica que su afinidad por el sustrato es grande
2, 3, 15, 18, 22, 23, ). 

c) Los estudios regulatorios mostraron que a nivel de la
actividad enzimática hay inhibición producida por el - 

aminoácido L- tirosina lo que está de acuerdo con lo re- 

portad& para C. glutamicum ( 13 ) S. cereviciae ( 17 ) 

E. col¡ ( 22 ) y N. crassa ( 3 ). 

A nivel de la síntesis de la enzima también la

tirosina tiene efectos de represión, en cambio los otros

dos aminoácidos probados no mostraron ningus efecto im- 

portante. La £ enilalanina parece revertir la represión

ejercida por la tirosina cuando se hace creber esta le

vadura en presencia de ambos aminoácidos. 

El tipo de inhibición ejercida por la tirosina de

acuerdo a las gráficas de Hones - Woolf, es incompe- 

títiva por que su F.m no cambia, pero si su Vmáx - 
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gráfica VII. 

d) La cepa Lp posee sólo un 50> de la concentración de la

enzima corismato mutasa que la de la cepa silvestre, - 

esto podría explicar en cierta forma el hecho de que - 

produzca mayor concentración de L- triptofano; 
puesto - 

que la enzima no utilizará todo el sustrato que le co- 

rresponde y el ácido corismico excedente será transfor
mado por la enzima antranilato sintetasa en ácido antrá
nilico, metabolitp de la síntesis de triptofano. 
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